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Tato bakalářská práce je zaměřena na průzkum systému tenzid-polyelektrolyt pomocí 
fluorescenční spektroskopie, kde fluorescenční sondou je pyren. Jako tenzid byl použit 
ionogenní kationaktivní cetyltrimethylamonium bromid (CTAB). Polyelektrolytem byl 
nativní hyaluronan o jedné molekulové hmotnosti a konstantní koncentraci. Celý systém byl 
připraven ve vodném prostředí. Byly studovány interakce v oblasti mezi kritickou agregační 
koncentrací (CAC) a kritickou micelární koncentrací (CMC). Dále byl zkoumán vliv 
koncentrace pyrenu a vliv pořadí látek při přípravě vzorků na agregační chování systému. 
Bylo zjištěno, že za kritickou agregační koncentrací existuje oblast, která je v určitém rozmezí 
koncentrace tenzidu z hlediska vlastností micel stabilní. Koncentrace pyrenu má zásadní vliv 
na fluorescenční vlastnosti systému. Příprava vzorků ovlivňuje agregační chování systému. 
Při vyšších koncentracích tenzidu, za oblastí za kritickou agregační koncentrací, byla 





This Bachelor´s thesis is focused on the exploration of polyelectrolyte-surfactant system by 
fluorescence spectroscopy with pyrene as fluorescent probe. Cationic 
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) was used as a surfactant. Native hyaluronan was 
used as polyelectrolyte. Hyaluronan was used in one constant molecular weight and one 
constant concentration. The whole system was prepared in an aqueous environment. 
Interactions were studied in area between critical aggregation concentration (CAC) and 
critical micelle concentration (CMC). The influences of the concentration of pyrene and the 
effect of the way of the samples preparation on aggregation behavior were also studied. It was 
found that above the critical aggregation concentration exists an area where stable properties 
of aggregates can be found. The concentration of pyrene has a major effect on the 
fluorescence properties of the system. Preparation of samples affects the aggregation of the 
system. At higher surfactant concentrations, above the stable area, was observed phase 
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Jednou z nejčastějších příčin úmrtí ve světě i v České republice je spolu s 
kardiovaskulárními chorobami zhoubné nádorové bujení neboli rakovina. V dnešní době 
postihuje toto zákeřné onemocnění osoby stále mladšího věku. I na léčení této nemoci byly 
v průběhu let vymyšleny různé postupy. Ve většině případů se používá třech základních 
postupů, kterými je operativní odstranění nádoru, chemoterapie či aktinoterapie (ozařování). 
Dnešní léčiva používaná při chemoterapii mají jisté nevýhody. Jsou to nízkomolekulární látky 
s rychlou a nespecifickou distribucí, což omezuje jejich použití. Většina léčiv je nerozpustná 
ve vodě, respektive v lidském organismu. Nevýhodou je také velké nebezpečí chronické 
toxicity organismu, neboť současná léčiva jsou rychle vylučována z těla a k udržení účinné 
koncentrace je nutné opakované dávkování. Takové léčení je nežádoucí a je nutné je změnit. 
Ke zlepšení vlastností a účinků léčiv nádorového bujení je snahou najít nosičový systém, 
který je biokompatibilní, biodegradabilní, má schopnost nést látku požadované povahy a 
interagovat se specifickým místem účinku. Produkty degradace by měly být netoxické a 
nezadržované v organismu. Takové vlastnosti by mohla mít látka známá od roku 1934 
kyselina hyaluronová. 
Kyselina hyaluronová je tělu vlastní a v dnešní době velmi využívaná látka. Uplatňuje se 
především v medicíně, farmaceutickém a kosmetickém průmyslu. Zajišťuje hydrataci 
pokožky, hojení ran a popálenin. Jako lubrikant se používá v ortopedii a revmatologii, své 
uplatnění našla i v oftalmologii. V kosmetice slouží jako výplň při vyhlazování vrásek a 
najdeme ji i v plastické chirurgii. 
Kyselina hyaluronová je v těle s pozitivním účinkem přítomna v očním sklivci, kůži, 
svalech a dalších částech organismu, ale také se nachází v nádorových buňkách, kde má 
negativní účinek. Rakovinou postižené buňky jsou kyselinou hyaluronovou vyživovány a tím 
dochází k jejich růstu a rozšiřování nemoci. U nádorových buněk se vyskytují proteiny CD44 
a RHAMM, které jsou hlavními receptory pro hyaluronan. Díky těmto receptorům je 
hyaluronan k tumoru přitahován. Tento fakt je hlavní myšlenkou při vývoji cílených 
nosičových systémů léčiv. Nosičový systém, tvořený hyaluronanem s navázanou látkou 
schopnou obsahovat léčivo, by mohl zabezpečit transport a uvolnění léčiva přímo u nádorové 
buňky. Odhalení takového systému by způsobilo značný pokrok v léčbě rakoviny a přispělo 
by k šetření organismu a imunitního systému nemocného člověka. 
Tato bakalářská práce se zabývá studiem vlastností systému tenzid-polyelektrolyt, neboť 
existuje předpoklad, že takto by mohl nosičový systém vypadat. Vhodnou metodou studie 
byla zvolena fluorescenční spektroskopie. Jako polyelektrolyt byl vybrán nativní hyaluronan a 
jako tenzid byl použit ionogenní kationaktivní cetyltrimethylamonium bromid (CTAB).  
Fluorescenční sondou byl díky své výborné vlastnosti, citlivosti na polaritu, zvolen pyren. 
Celý systém byl připraven ve vodném prostředí. Byly studovány interakce systému v oblasti 
za kritickou agregační koncentrací v závislosti na koncentraci pyrenu a na pořadí látek při 
přípravě vzorků.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Luminiscenční spektrofotometrie 
Luminiscence je spontánní emise ultrafialového, viditelného nebo infračerveného světla 
pevnou, kapalnou i plynnou látkou. Skupina odpovědná za luminiscenci (fluorescenci) se 
nazývá luminofor (fluorofor). Molekulová luminiscenční spektrofotometrie je významnou 
analytickou metodou, dále má široké využití v optoelektronice (luminiscenční diody, stínítka 
obrazovek) a v lékařství (luminiscenční značky, luminiscenční sondy). 
Luminiscence následuje po excitaci molekuly návratem atomu do základního stavu, kdy 
dochází k vyzáření fotonu. 
Excitace molekul je způsobena absorpcí energie. Elektron přejde ze svého základního 
stavu (základní elektronové hladiny S0) do excitovaného elektronového stavu. Luminiscenci 
dělíme podle zdroje excitace: 
 Fotoluminiscence – luminiscence je vyvolána světelnou energií 
 Chemiluminiscence a bioluminiscence – luminiscence je vyvolána chemickou nebo 
biochemickou reakcí 
 Elektroluminiscence – luminiscence je vyvolána elektrickým proudem  
 Termoluminiscence – luminiscence je vyvolána tepelnou energií 
 Radioluminiscence – luminiscence je vyvolána radioaktivním zářením 
 Triboluminiscence – luminiscence je vyvolána mechanickou energií 
 a další 
Absorpcí energie přejdou vazebné, případně nevazebné elektrony v molekule do 
protivazebných molekulových orbitalů, což bývá provázeno změnou vibračního a rotačního 
stavu molekuly. U většiny organických molekul dělíme vyšší elektronové stavy na singletové 
a tripletové stavy. V singletových stavech (S1, S2, atd.) mají elektrony antiparalelní spin. 
Tento přechod je spinově dovolený a velmi pravděpodobný. U tripletových excitovaných 
stavů (T1, T2, atd.) dochází k obrácení spinu a elektrony mají stejný spin. Přechod je 
označován jako zakázaný přechod a je méně pravděpodobný.  
Excitované molekuly jsou energeticky bohaté, a proto nestabilní, a snaží se dostat do svého 
základního stavu. Ztrátou přebytečné energie se molekuly stabilizují – deaktivují se. Při 
deaktivaci = deexcitaci (návratu elektronu do základního stavu z excitovaného stavu) dochází 
k emisi světelné či tepelné energie. Deexcitace může být nezářivá nebo zářivá. Mezi nezářivé 
(neradiační) přechody řadíme vnitřní konverzi, následovanou vibrační relaxací, a zhášení. 
Mezi zářivé (radiační) přechody patří fosforescence a fluorescence. Schematické vyjádření 
excitačních a deaktivačních dějů nejlépe zobrazuje Jabłońskiho diagram (Obrázek 1). 
Díky obdobné vibračně-rotační struktuře pásů základního a prvního excitovaného stavu 
mají absorpční a emisní spektra velmi podobný tvar a jsou zrcadlově přibližně symetrická. 
Rozdíl mezi energiemi maxim absorpčního a emisního pásu označujeme jako Stokesův posun 
(Obrázek 2). Stokesův posun je tedy vzdálenost mezi přechody S0
0→S1
0




(emise s nejvyšší energií). U některých fluorescenčních sond se Stokesův 





Obrázek 1: Jabłońskiho diagram 
 
 
Obrázek 2: Stokesův posun [1] 
2.1.1 Fosforescence 
Po absorpci záření o určité vlnové délce přejde elektron nejdříve na hladinu S1, teprve poté 
se nezářivým přechodem dostane na hladinu T1. Následná emise fotonu při přechodu ze 
stavu T1 na základní hladinu S0 je označována jako fosforescence.  
Doba trvání excitovaného tripletového stavu je 10-4 – 102 s. Tento jev je díky zakázanému 
přechodu méně pravděpodobný než fluorescence. 
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2.1.2 Fluorescence 
Fluorescence je jev, kdy dojde k emisi fotonu při přechodu z hladiny S1 na základní 
hladinu S0. Doba trvání excitovaného singletového stavu je 10
-9
 – 10-5 s. Při fluorescenci je 
vyzařováno záření nižších vlnových délek než při fosforescenci [2] [3]. 
2.2 Fluorescenční sondy 
Některé látky obsahují vnitřní (vlastní) fluorofory a po absorpci UV-VIS záření 
fluoreskují. Vnitřními sondami jsou např. tryptofan, tyrozin a fenylalanin proteinech.  
K látkám s nevhodnými fluorescenčními vlastnostmi se musí přidávat vnější (nevlastní) 
fluorofory. Vnější fluorofory jsou malé organické molekuly, často polyaromatické 
uhlovodíky, které vykazují výraznou fluorescenci. Tyto fluorofory můžeme dělit do dvou 
skupin: 
 fluorescenční značky 
 fluorescenční sondy 
Fluorescenční značky se k molekulám váží kovalentní vazbou a nejčastěji se používají ke 
značení proteinů. Nejznámějšími značkami jsou fluoresceinizothiokynát (FITC) a 
tetrametylrhodaminizothiokyanát (TRITC), eosin a erytrosin. 
Fluorescenční sondy se na molekuly váží nekovalentní vazbou. Tyto fluorofory mění 
fluorescenční vlastnosti. Mohou změnit intenzitu emise, posouvají emisní maximum, mění 
čas vyhasínání. Existují tisíce sond. Jejich vlastnosti se odvíjí od vlastností prostředí, ve 
kterém se vyskytují. Známé jsou sondy citlivé na určitou látku (nejčastěji aniont nebo 
kationt), polaritní sondy (pyren), membránové sondy, sondy pro nukleové kyseliny, sondy 
citlivé na pH prostředí (prodan). 
Volba sondy rozhoduje o získání dobrých výsledků. Je důležité znát vlastnosti sondy i 
prostředí a zvolit nejvhodnější sondu. 
Základní použití je v molekulárně biologických, cytologických a dalších biomedicínských 
a (bio)fyzikálních oborech [4]. 
2.2.1 Pyren 
Pyren je rozšířenou a často využívanou sondou. Řadí se mezi polycyklické aromatické 
uhlovodíky. Molekula pyrenu je složena ze čtyř benzenových jader. Pyren je vysoce 
symetrický a velmi citlivý na mikroprostředí, především na polaritu. Pyren má hydrofobní 
povahu, ale i přesto se ve vodném prostředí rozpouští. Díky tomu získáme nějaký signál i 
v systému bez hydrofobních oblastí a pyren tzv. emituje z vody. 
U fluorescenčního měření můžeme využít excitační i emisní spektrum pyrenu. U emisního 
spektra nejčastěji pracujeme s hodnotami intenzit maxim. Vibrační struktura emisního spektra 
pyrenu je velmi dobře rozlišena. Nejdůležitějšími hodnotami jsou hodnoty intenzit prvního 
maxima I1 (IM) při vlnové délce 372 nm, referenční hodnoty třetího maxima I3 při vlnové 
délce 383 nm a hodnota intenzity fluorescence při vlnové délce 470 nm (IE). 
Polaritní vlastnosti v okolí pyrenu zobrazuje emisní polaritní index (EmPI), což využíváme 
pro zpracování měření a stanovení hodnoty CMC. Emisní polaritní index získáme z poměru 
hodnot prvního (I1) a třetího (I3) maxima. V polárním prostředí (voda), je hodnota EmPI 
vyšší, přibližně 1,7. Se snižující se polaritou se snižuje i hodnota EmPI, v nepolárních 
rozpouštědlech (benzen, toluen) je emisní polaritní index okolo hodnoty 0,5. 
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Hodnota intenzity fluorescence při vlnové délce 470 nm (IE) odpovídá maximu excimeru. 
Excimer se vytvoří ve chvíli, kdy začnou vznikat micely. Nejprve je micel malé množství, a 
tak většina agregátů obsahuje minimálně dvě molekuly pyrenu.  
Se vznikem excimeru souvisí nárůst intenzity fluorescence při vlnové délce 470 nm a 
pokles intenzity monomeru. Nejvyšší hodnota fluorescence při vlnové délce 470 nm je v okolí 
kritické micelární koncentrace a excimer je tedy přibližným ukazatelem hodnoty CMC. Se 
zvyšováním koncentrace tenzidu roste počet micel. Intenzita fluorescence se tedy snižuje, 
neboť pyren má možnost rozpustit se ve více micelách a excimer se už netvoří. Při 
vyhodnocování měření a přibližném stanovení CMC využíváme poměr Ex:Mo, poměr 
intenzity fluorescence excimeru a intenzity fluorescence monomeru (I1). 
 
Obrázek 3: Excimer pyrenu 
 
 
Obrázek 4: Emisní spektrum pyrenu, koncentrace tenzidu se zvyšuje od 1 po 4 
Pro vyhodnocení měření můžeme také použít hodnotu excitačního polaritního indexu 
(ExPI). Excitační polaritní index získáme z poměru hodnot intenzit fluorescence z excitačního 
spektra při vlnových délkách 333 nm a 338 nm. Tímto poměrem získáme hodnotu ExPI, 
kterou můžeme srovnat s hodnotami EmPI [5]. 
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Obrázek 5: Emisní a excitační spektrum pyrenu v polárním a nepolárním prostředí 
2.3 Asociativní (micelární) koloidy 
Asociativní koloidy tvoří skupinu mezi fázovými (lyofobními) a molekulovými 
(lyofilními) koloidy. Na rozdíl od lyofobních koloidů nepotřebují umělé vytvoření stability. 
Asociativní koloidy vznikají ve vhodném rozpouštědle z povrchově aktivních látek (PAL) 
neboli tenzidů. Při nízké koncentraci látky se systém jeví jako pravý roztok, každá molekula 
se chová jako samostatná jednotka. Po překročení určité koncentrace se začnou částice 
shlukovat a vytvoří se útvary, nazývané micely. 
Asociativní koloidy jsou velmi důležité jak v průmyslu, tak ve vědecké činnosti. Díky 
svým schopnostem (emulgace, smáčení, pěnění, stabilizace), které se odvíjí od fyzikálních 
vlastností, se používají jako mycí, čistící, prací a kosmetické prostředky, produkty osobní 
hygieny, léky a další. 
2.3.1 Tenzidy 
Tenzidy jsou nízkomolekulární chemické látky, často tvořící asociativní koloidy. Tyto 
povrchově aktivní látky se při nízké koncentraci shromažďují na fázovém rozhraní a snižují 
tak povrchové napětí rozpouštědel. Snížení povrchového napětí pak umožní snadné 
rozpuštění a odstranění nečistot. Při vyšší koncentraci vznikají micely. Aby molekula byla 
schopná vytvořit micelu, musí mít amfifilní (obojetný) charakter, tzn.: musí obsahovat část 
rozpustnou (lyofilní) i nerozpustnou (lyofobní) v daném rozpouštědle.  
2.3.1.1 Vlastnosti a struktura tenzidů 
Každá molekula tenzidu se skládá ze dvou částí, lyofilní a lyofobní. Ve vodném prostředí 
nazýváme lyofilní část hydrofilní hlava. Hlava má polární charakter a ve vodě se lehce 
rozpouští. Lyofobní část se ve  vodě nerozpouští a nazývá se hydrofobní konec. Dostatečný 
počet uhlíků v řetězci hydrofobního konce je podmínkou pro vznik micely, zároveň však 
































Obrázek 6: Struktura tenzidu 
 
Povrchově aktivní látky rozdělujeme podle schopnosti disociovat ve vodném prostředí na 
ionogenní a neionogenní. Ionogenní dále členíme na aniontové, kationtové a amfoterní. 
Aniontové PAL tvoří ve vodě povrchově aktivní anionty. Do této skupiny se především 
řadí soli vyšších mastných kyselin, např. N-lauroylsarcosin sodný, nebo soli alkylsulfonových 





















Obrázek 8: Dodecylsulfát sodný (SDS) 
  
Kationtové PAL ve vodném prostředí disociují na povrchově aktivní kationty. 
Nejznámějšími jsou cetyltrimethylamonium bromid (CTAB), tetradecyltrimethylamonium 











Obrázek 9: Cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) 
 
Ve většině případů je současná přítomnost anioaktivních a kationaktivních tenzidů ve 
vodném roztoku nežádoucí. V takovém případě se v roztoku vytvoří velmi slabě disociující 
sůl, která je díky vysoké molární hmotnosti nerozpustná. 
Existují i amfoterní PAL, u kterých se iontový charakter mění v závislosti na pH. 
Neionogenní tenzidy nedisociují. Rozpustnost těchto látek je zajištěna dlouhými 
uhlovodíkovými řetězci, které zakončují polární skupiny, většinou hydroxylové nebo esterové 
[6] [7].  
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Tyto povrchově aktivní látky se při nízké koncentraci snaží zmenšit kontakt s polárním 
prostředím, shromažďují se tedy na fázovém rozhraní a snižují tak povrchové napětí 
rozpouštědel. Hydrofilní část molekuly směřuje do roztoku a hydrofobní část je orientována z 
roztoku. Se zvyšující se koncentrací se celý povrch kapaliny zaplní molekulami. V bodě, kdy 
už se na povrchu nemohou hromadit další molekuly, bylo dosaženo kritické micelární 
koncentrace. Při dalším zvýšení koncentrace dojde k agregaci a k vytvoření micel.  
2.3.1.2 Cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) 
Cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) se řadí mezi kationaktivní tenzidy, které ve 
vodném prostředí vykazují kladný náboj a tvoří micely. Molekula CTAB obsahuje hydrofilní 
část, s kladným nábojem, kterou je kvarterní dusík. Hydrofobní konec tvoří řetězec se 
šestnácti uhlíky. CTAB se používá jako antiseptikum proti houbám a bakteriím, pro přípravu 
pufrových roztoků pro extrakci DNA a dále se přidává do vlasových kondicionérů. Dodává se 
jako bílá krystalická látka. Teplota tání se pohybuje okolo 244 °C. I přesto, že je CTAB 
stabilní a je hlavní složkou bezoplachových micelárních vod pro kojence, má při určitých 
koncentracích i toxické účinky a škodí životnímu prostředí. Pro vodní organismy byly 
prokázány až teratogenní účinky [8]. 
2.3.2 Micely 
Micely jsou shluky částic, které vznikají po překročení kritické micelární koncentrace 
povrchově aktivní látky v roztoku. Podle charakteru rozpouštědla se vytvoří různé typy micel.  
Pokud je prostředí polární, micela tvoří uzavřenou kuličku, kde na povrchu jsou hydrofilní 
hlavy a ve středu hydrofobní konce (micela s hydrofobní dutinou).  
Pokud je prostředí nepolární, micela se uspořádá naopak. Hydrofilní hlavy jsou ve středu a 
hydrofobní konce směřují do rozpouštědla (micela s hydrofilní dutinou). Takové micely často 
označujeme jako inverzní. 
 
Obrázek 10: Micely v odlišných prostředích [9] 
 
Důležitým charakteristickým znakem micel je agregační číslo. Toto číslo udává počet 
molekul tenzidu, které tvoří danou micelu. Normální micelu tvoří desítky jednotek tenzidu a 
agregační číslo je často větší jak sto. Inverzní micely bývají složeny z menšího počtu molekul 
tenzidu a obvykle se počet pohybuje okolo deseti. 
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2.3.2.1 Velikost a tvar micel 
Vlastnosti micel jako je velikost, tvar, struktura a agregační číslo závisí na teplotě, tlaku, 
struktuře tenzidu a složení systému. 
Ve zředěných vodných roztocích vznikají malé micely, které mají globulární (kulovitý) 
tvar. Takové micely označujeme jako Hartleyovy micely. Jádro je tvořeno navzájem 
propletenými uhlíkovými řetězci, polární skupiny jsou orientovány do vody. Délka molekuly 
tenzidu přibližně odpovídá poloměru micely. Agregační číslo se odvíjí od podmínek prostředí 
micel a pohybuje se v rozmezí 50 – 150.  
Zvyšováním koncentrace roztoků se tvar micel mění. Nejprve vznikají válcovité útvary a 
dalším zvýšením koncentrace se mohou vytvořit laminární (deskovité, McBainovy) micely. 
Dostatečně koncentrované roztoky mohou díky uspořádání laminárních micel přecházet v gel. 
 
Obrázek 11: a)Hartleyova (kulovitá) micela, b) válcovitá micela, c) laminární (McBainovy) 
micely [10] 
2.3.3 Kritická micelární koncentrace 
Kritická micelární koncentrace (CMC) je nejvyšší možná koncentrace PAL, při které jsou 
tyto látky ještě ve formě monomerních jednotek. Po překročení CMC dojde k agregaci 
tenzidu a vytvoří se micely. Při dalším zvyšování koncentrace asociují všechny molekuly do 
micel. 
Hodnota CMC je ovlivněna více faktory. Vliv má délka a struktura uhlovodíkového 
řetězce tenzidu. Hodnota CMC je menší, čím delší je uhlovodíkový řetězec, nebo je-li 
k alkylovému řetězci připojeno benzenové jádro. Naopak hodnota CMC roste s rozvětvením 
uhlovodíkového řetězce a s výskytem dvojných vazeb. Významným faktorem je změna 
teploty. U ionogenních tenzidů se hodnota CMC s rostoucí teplotou může zvyšovat a u 
neionogenních tenzidů snižovat. Tlak, ani při vysokých hodnotách, nemá na CMC výrazný 
vliv. Dalším faktorem jsou vlastnosti hydrofilní skupiny, záleží především na náboji. Rozměr 
a povaha hydrofilní skupiny u neionogenních tenzidů výrazně mění hodnotu CMC, u 
ionogenních tenzidů jsou jen malé rozdíly. Vliv má i přítomnost dalších látek v roztoku. 
Přidáním jednoduchého anorganického elektrolytu se hodnota CMC se zvyšující se 
koncentrací elektrolytu a se zvyšujícím se mocenstvím opačně nabitého iontu snižuje. 
Neelektrolyty ovlivňují hodnotu CMC různě. 
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2.3.3.1 Určení CMC 
Díky hromadění tenzidu na mezifázovém rozhraní a následným vznikem micel se mění 
mnoho fyzikálně-chemických vlastností systému. Hodnotu CMC tak můžeme získat měřením 
povrchového napětí, molární vodivosti, osmotického tlaku, hustoty, viskozity, turbidity. Méně 
obvyklými metodami stanovení CMC jsou infračervená a fluorescenční spektrometrie a 
potenciometrie [11]. 
 
Obrázek 12: Fyzikální vlastnosti koloidních povrchově aktivních látek v oblasti CMC 
2.4 Kyselina hyaluronová 
Kyselina hyaluronová byla objevena v roce 1934 Karlem Meyerem a Johnem Palmerem z 
Kolumbijské univerzity v New Yorku. Američtí přírodovědci izolovali tuto kyselinu z očního 
sklivce skotu. Název je koncipován ze dvou slov, z řeckého slova Hyalos (sklo) a kyseliny 
uronové. Kyselinu hyaluronovou poprvé použil roku 1942 Balazs Endre jako náhradu 
vaječného bílku u pekařských výrobků. Základní struktura této látky byla odhalena až v  
50. letech 20. století, v té době byl také hyaluronan poprvé použit v medicíně, jako náhrada 
očního sklivce. Postupem času se kyselina hyaluronová stala jednou z nejzajímavějších a 
nejpoužívanějších přírodních makromolekul dnešní doby [12]. 
Kyselina hyaluronová je nejméně správný, ale nejvíce používaný název pro zkoumanou 
látku. Ve většině případů se jedná o sodnou nebo draselnou sůl kyseliny hyaluronové. 
Obecně, pro jakoukoli sůl, platí označení hyaluronan (HyA). 
2.4.1 Chemické a fyzikální vlastnosti 
Hyaluronan je lineární polymer složený z opakujících se disacharidových jednotek. 
Polymerní řetězec obsahuje molekuly kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu. 
Jednotlivé části jsou střídavě spojeny β-1,3 a β-1,4 glykosidickými vazbami stabilizovanými 
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vodíkovými můstky. Složení molekuly umožňuje prostorově objemnějším skupinám 
zaujmout stericky výhodnější ekvatoriální polohu a molekula vykazuje vysokou energetickou 
stabilitu.  
Hydrofobní nepolární oblasti molekuly jsou tvořeny axiálními vodíkovými atomy a 
hydrofilní polární část je dána ekvatoriální stranou řetězce. Každá disacharidová jednotka je 
vůči následující jednotce otočena o 180°. Dvě jednotky tak dávají otočení o 360° a struktura 
řetězce získává tvar takzvané zakroucené stuhy („two fold helix“).  
Hyaluronan může být oligomerem, kdy se molekula skládá pouze z několika 
disacharidových jednotek, častěji se však vyskytuje ve formě polymeru s obsahem 10 000 a 
více disacharidových jednotek. Jedna jednotka odpovídá molekulové hmotnosti přibližně 
400 g∙mol-1 a celková molekulová hmotnost polymerů se pak pohybuje okolo 
4 milionů g∙mol-1 (4000 kDa).  
 
Obrázek 13: Strukturní vzorec molekuly hyaluronanu 
 
Hyaluronan se velice dobře rozpouští ve vodě. Rozpuštěním vzniká viskózní roztok a se 
zvyšující se koncentrací hyaluronanu viskozita tohoto roztoku roste. Molekula hyaluronanu je 
v roztocích stabilní. Stabilita je dána chemickou strukturou disacharidů, vnitřními vodíkovými 
můstky a interakcemi s rozpouštědlem. Ve vodě hyaluronan agreguje a i při nízkých 
koncentracích vytváří síťované struktury [13]. 
2.4.2 Výskyt 
Hyaluronan nenajdeme u rostlin, ale v živých organismech. Tento disacharid je především 
hlavní součástí mezibuněčné hmoty. Dále se nachází ve všech tkáních obratlovců 
(pojivových, epitelových i nervových) a ve větším množství je obsažen v očním sklivci, kůži 
a synoviální tekutině (tekutina obklopující klouby). Hyaluronan je obsažen v chrupavce 
a  pupečníku a může tvořit i obaly vajíček některých živočichů.  
2.4.3 Výroba 
Nejprve byl hyaluronan izolován z pupeční šňůry, později se průmyslově vyráběl 
z kohoutích hřebínků. Hyaluronan z kohoutích hřebínků měl vysokou molekulovou hmotnost 
(více jak 4 MDa), ale také obsahoval velké množství nečistot. Někteří výrobci tohoto způsobu 
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využívají i v dnešní době, spíše se ale v průmyslu přechází k výrobě pomocí mikroorganismů. 
Některé bakterie obsahují stejný typ hyaluronanu, jaký se vyskytuje i u savců. Jedná se 
především o mikroorganismy kmene streptokoků (např. Streptococcus pyogenes, 
Streptococcus equi, Streptococcus equisimilis a další). Oproti hyaluronanu z kohoutích 
hřebínků, se z bakterií získává velmi čistý hyaluronan s širokou škálou molekulových 
hmotností [14] [15]. 
2.4.4 Biologické vlastnosti a účinky 
Hyaluronan má mnoho důležitých biologických účinků. V závislosti na velikosti molekuly 
se tyto účinky liší. Vysokomolekulární je výborným humektantem, lubrikantem a účastní se 
organizace extracelulární matrix (ECM). Interaguje s různými komponentami extracelulární 
matrix a s buněčnými receptory (spojuje buňky s ECM). V kloubech pomáhá při tlumení 
nárazů a snižuje tření. Nízkomolekulární hyaluronan zabezpečuje regulaci pochodů v buňkách 
a v celém organismu. 
Hyaluronan na sebe váže vodu a pojme až tisícinásobek svého objemu. Podporuje bezjizvé 
hojení tkáně díky tomu, že brání ukládání kolagenu. Má analgetický účinek a díky svým 
viskoelastickým vlastnostem slouží v kloubní tekutině jako lubrikant, tlumič nárazů a 
inhibitor degradace kloubní chrupavky [16]. 
Hyaluronan je tělu vlastní polymer a při určitých molekulových hmotnostech není pro tělo 
teratogenní, imunogenní ani cytotoxický.  
2.4.5 Využití 
V dnešní době se hyaluronan využívá díky svým výborným vlastnostem v mnoha oborech. 
V kosmetice se uplatňuje při přípravě krémů a gelů proti vráskám jako humektant, či dermální 
plnivo, v ortopedii a revmatologii slouží v injekční podobě jako lubrikant a také je látkou 
chránící biologické struktury v oftalmologii. Ve farmacii je hyaluronan určen k hojení ran a 
popálenin a nízkomolekulární forma se využívá přímo jako aktivní farmaceutická látka. 
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3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
V dnešní době je účinnost většiny léků značně závislá na jejich schopnosti přecházet přes 
buněčnou bariéru a dosáhnout cílových míst. K efektivní přepravě léčivých látek přes 
buněčné membrány a jejich doručení do intracelulárního prostředí bylo navrženo a postupně 
vyvinuto několik zajímavých, inteligentních nosičových systémů. Tyto systémy byly založeny 
na bázi polymerů, jak přírodních, tak syntetických. V posledních letech se jako slibný nosič 
léčebných látek ukázala kyselina hyaluronová. Kyselina hyaluronová byla vybrána především 
díky své přirozené schopnosti rozpoznat specifické buněčné receptory, které jsou přítomny u 
nemocných buněk. Vědci se snaží využít tuto kyselinu ve více formách.  Látka byla 
zkoumána přímo ve spojení s léčivem. Byly provedeny studie založené na utvoření nanočástic 
přímo z kyseliny hyaluronové. Také byl zaznamenán průzkum tvorby nanokomplexů a 
nanogelů, či spojení hyaluronanu s koloidními systémy a další [17] [18]. 
Hyung a spol.  [19] provedli studii s nasyntetizovanou kyselinou hyaluronovou na nosič 
léčiva dyxorubicinu (DOX). Tento systém byl připraven jako prototyp léčiva proti rakovině 
prsu. Z XPS analýzy (X-ray photoelectron spectroscopy) vyplynulo, že nosičové systémy 
prokázaly dobrou fixaci hyaluronanu a také stabilitu. Pomocí testu MTT (mean transit time) 
se ukázalo, že nasyntetizované nosičové systémy měly výbornou afinitu k rakovinovým 
buňkám. In vitro bylo také studováno uvolňování DOX z nosiče. Bylo zjištěno, že po čtrnácti 
dnech, se ze zapouzdřeného systému, uvolnilo přibližně 80% léčiva. Touto studií bylo 
dokázáno, že takto syntetizované nosičové systémy mají opravdu velký potenciál v účinném 
boji proti nádorovým buňkám s minimálním počtem nežádoucích účinků. 
Saravanakumar a spol. [20] se zabývali nalezením způsobu zlepšení účinků léčiva proti 
rakovině plic, kde je používáno léčivo paclitaxel (PTX). Kyselina hyaluronová byla 
syntetizována s oligomery, což následně zvýšilo rozpustnost PTX. Vlastnosti tohoto systému 
byly zkoumány pomocí dynamického rozptylu světla, transmisní elektronové mikroskopie 
(TEM) a fluorescenční spektroskopie. Nosičové systémy HyA se díky hydrofobním 
interakcím oligomerů mohly ve vodném prostředí vyskytovat jako samostatné nanočástice. 
Nanočástice měly kulovitý tvar a jejich velikost byla v závislosti na stupni substituce  
274-356 nm. Nanočástice mohly zapouzdřit až 20,7 hm% PTX. Rychlost uvolňování léčiva 
byla závislá na množství léčiva obsaženého v nosičovém systému. Pomaleji se uvolňovalo 
léčivo u nanočástic s vyšším obsahem PTX. Také bylo dokázáno, že léčivo uložené 
v nosičovém systému má větší afinitu k receptorům nemocných buněk než k normálním 
buňkám. 
Manju a Sreenivasan [21] studovali další léčivou látku, účinnou nejen proti rakovině, a to 
kurkumin. Jedním z velkých nedostatků kurkuminu je jeho špatná rozpustnost ve vodě. Toto 
omezení vede ke snížení biologické dostupnosti. Kurkumin byl tedy syntetizován s kyselinou 
hyaluronovou. Tento konjugát byl zkoumán pomocí metod FT-IR, NMR, dynamického 
rozptylu světla a TEM techniky. Studie dokázala tvorbu micel ve vodném prostředí. Aplikací 
tohoto systému do fyziologického roztoku, byla díky tvorbě micel zaznamenána větší stabilita 
a byly dosaženy požadované vlastnosti léčiva. 
Yin a spol. [22] se pomocí fluorescenční spektroskopie, za použití pyrenu jako sondy, 
zabývali studiem systému hyaluronan sodný, aniontové polysacharidy a anionaktivní nebo 
neionogenní tenzidy (SDS, Tween-80 a Cremophor EL). Změna polarity byla vyhodnocována 
pomocí poměrů EmPI a Ex:Mo. Bylo prokázáno, že interakce mezi Hya a neionogenními 
tenzidy (Tween-80 a Cremophor EL) je v celém koncentračním rozsahu tenzidu velmi slabá 
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nebo dokonce žádná. To znamená, že přidání hyaluronanu k roztoku neionogenních tenzidů 
má jen malý vliv na rozpustnost těchto tenzidů. Následným vložením sacharidu do systému 
byl zvýšen poměr EmPI. Po aplikaci soli se poměr EmPI opět snížil. Tato pozorování ukázala, 
že sacharidy ovlivňují polaritu micel. Přidání hyaluronanu k roztoku SDS mělo za následek 
menší hodnoty CMC. Při koncentracích SDS nižších jak 0,1 hm% v přítomnosti 
hyaluronanu, byl poměr EmPI nižší než u vzorků bez hyaluronanu. Tento fakt byl přiřazen 
solubilizaci hydrofilních hlav na tenzidy v oblastech tvořených hydroxylovými skupinami 
hyaluronanu. 
Thalberg a Lindman [23] se zabývali interakcemi mezi polyelektrolytem a 
kationaktivními tenzidy v závislosti na délce alkylového řetězce. Pro studium byl použit HyA 
a CTAB a různé metody měření (fázová separace, vodivost, NMR a solubilizace barev). 
Výsledky prokázaly, že povrchově aktivní látka se na HyA naváže jen tehdy, pokud má tenzid 







4 MATERIÁLY A METODY 






300 kDa HyA Silk; CPN s.r.o.; č.š.: 160708 – E1 
 
4.1.2 Fluorescenční sondy 
Pyren – C16H10 
 
  
Mr = 202,25     CAS: 129-00-0; Fluka; čistota≥99,0 %; č.š. 430166/1 
 
4.1.3 Tenzidy 
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4.1.4 Další použité chemikálie 






Mr = 58,08     CAS: 67-64-1 
Voda – H2O 
deionizovaná voda systémem Milli – Q; Academic, Millipore, Inc. 
 
4.2 Příprava zásobních roztoků a vzorků 
4.2.1 Příprava zásobních roztoků 
4.2.1.1 Zásobní roztok pyrenu 
Byly připraveny zásobní roztoky pyrenu v těkavém rozpouštědle (aceton) o koncentracích 
2∙10-7, 2∙10-5 a 2∙10-4 mol∙dm-3. Připravené roztoky byly uchovány v chladícím zařízení při 
maximální teplotě 5 °C. 
4.2.1.2 Zásobní roztok CTAB 
Potřebné množství CTAB bylo naváženo na analytických vahách a rozpuštěno v části 
konečného objemu vody Milli-Q. Pro lepší rozpuštění byla směs umístěna na magnetickou 
míchačku a mírně zahřívána. Po rozpuštění byl roztok kvantitativně převeden do odměrné 
baňky a doplněn po rysku na požadovaný (výsledný) objem. Připravený roztok byl uchován 
při laboratorní teplotě. Byl připraven zásobní roztok o koncentraci 50 mmol∙dm-3, který byl 
dle potřeby dále ředěn na roztoky o koncentraci 10, 2 a 1 mmol∙dm-3. 
4.2.1.3 Zásobní roztok HyA 
Na analytických vahách bylo naváženo potřebné množství hyaluronanu, doplněno z části 
vodou Milli-Q a pro lepší rozpuštění umístěno na magnetickou míchačku. Po rozpuštění byl 
roztok doplněn na výsledný objem a opět míchán. Byl připraven zásobní roztok hyaluronanu 
o molekulové hmotnosti 300 kDa s koncentrací 1 g∙dm-3, který byl uchován v chladícím 
zařízení při maximální teplotě 5 °C. 
4.2.2 Příprava vzorků  
4.2.2.1 Příprava vzorků pro určení CMC CTAB ve vodě 
Byla připravena vhodná koncentrační řada, která obsahovala 15 vzorků. Do označených 
vialek bylo napipetováno takové množství pyrenu v acetonu odpovídající požadované 
konečné koncentraci pyrenu (1∙10-6 mol∙dm-3) a rozpouštědlo bylo odpařeno. Následně bylo 
do vialek pipetováno různé množství zásobního roztoku CTAB a doplněno vodou Milli-Q na 
výsledný objem 5 cm3. Vzorky byly umístěny na třepačku a míchány alespoň 24 hodin při 
laboratorní teplotě. Poté bylo provedeno měření. 
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4.2.2.2 Příprava vzorků CTAB s HyA ve vodě pro zjištění agregačního chování 
Pro přípravu vzorků s hyaluronanem byl použit analogický postup jako u CTAB. Zásobní 
roztok hyaluronanu byl do roztoku přidáván jako poslední tak, aby jeho výsledná koncentrace 
byla 10 mg∙dm-3. Konečný objem vzorků musel být 5 cm3.  
4.2.2.3 Příprava vzorků CTAB s HyA a různými koncentracemi pyrenu 
Opět byl použit analogický postup jako u předchozích příprav. Množství zásobního 
roztoku pyrenu bylo pipetováno tak, aby výsledné koncentrace pyrenu byly 1∙10-8 mol∙dm-3, 
1∙10-7 mol∙dm-3 a 1∙10-6 mol∙dm-3. 
4.2.2.4 Příprava vzorků s pozdějším přidáním sondy 
Do vialek byl připraven dle nachystané koncentrační řady systém CTAB, HyA a vody o 
objemu 5 cm
3
. Vzorky byly umístěny na třepačku a míchány 24 hodin. Druhý den bylo do 
jiných vialek pipetováno potřebné množství pyrenu v acetonu tak, aby výsledná koncentrace 
byla 1∙10-7 mol∙dm-3. Po odpaření rozpouštědla bylo do vialek se sondou pipetováno 4,5 cm3 
předem připravených vzorků. Vialky byly opět umístěny na třepačku a míchány 24 hodin. 
4.2.2.5 Příprava vzorků s proměnnou koncentrací tenzidu i pyrenu 
Do kádinky bylo napipetováno určité množství pyrenu v acetonu (výsledná koncentrace 
pyrenu ve vialkách 1∙10-7 mol∙dm-3). Po odpaření acetonu bylo přidáno potřebné množství 
zásobního roztoku CTAB o koncentraci 2 mmol∙dm-3. Připravený zásobní roztok CTAB 
s pyrenem byl ponechán 24 hodin agregovat. Následující den byl předem připravený roztok 
pipetován dle připravené koncentrační řady do vialek, byla přidána voda a HyA Výsledný 
objem byl 5 cm
3. Vzorky byly míchány na třepačce do dalšího dne.  
4.2.2.6 Příprava vzorků s proměnnou koncentrací tenzidu a konstantní koncentrací 
pyrenu 
Analogicky jako při přípravě vzorků s proměnnou koncentrací tenzidu i pyrenu byl 
připraven zásobní roztok CTAB s pyrenem. Do vialek bylo pipetováno konstantní množství 
tohoto roztoku (výsledná koncentrace pyrenu 1∙10-7 mol∙dm-3). Následně bylo přidáno 
potřebné množství CTAB o koncentraci 2 mmol∙dm-3. Vialky byly umístěny přibližně na 
2 hodiny na třepačku, poté byly vzorky doplněny vodou a hyaluronanem na celkový objem 
5 cm
3
 a na třepačce míchány 24 hodin. 
4.3 Měření 
Jako vhodná metoda stanovení agregačního chování v systému amfifilní látka-polymer 
byla vybrána fluorescenční spektroskopie. Fluorescenční vlastnosti všech připravených 
vzorků byly proměřeny na spektrálním přístroji Fluorolog firmy HORIBA. Fluorolog je 
sestavením klasický spektrofluorimetr. Jako zdroj světla slouží xenonová krátkooblouková 
výbojka o výkonu 450 W. Světlo prochází do excitačního monochromátoru, je vedeno ke 
vzorku a dopadá na vzorek. Emitované světlo je snímáno a přechází do emisního 
monochromátoru. Monochromátory mezi sebou svírají pravý úhel. Emisní monochromátor 
vymezí záření o určité vlnové délce, které následně dopadá na detektor. Měřením získáme 
emisní či excitační fluorescenční spektrum [24]. 
U všech vzorků byl měřen pouze emisní sken. Excitační monochromátor byl nastaven na 
vlnovou délku 335 nm a emisní sken byl snímán v rozsahu vlnových délek 350-540 nm. 
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Pro měření tak velkého rozsahu vlnových délek byl použit integrační čas 1 nm∙s-1. Šířky 
štěrbin byly měněny dle potřeby v rozmezí 1-5 nm. Detekční vlnové délky byly hodnoty 
intenzit prvního (I1= IM=373 nm) a třetího (I1=383 nm) maxima a hodnoty intenzit excimeru 
(IE=470 nm). Ze získaných dat byla určena hodnota polaritního indexu (I1/I3) a poměr excimer 
ku monomer (IE/IM). 
4.3.1 Stanovení CMC CTAB ve vodě 
Byla navržena koncentrační řada s širokým rozmezím koncentrací (0,01 – 20 mmol∙dm-3) 
tak, aby předpokládaná CMC byla přibližně v polovině koncentrační řady. Vzorky byly 
namíchány podle bodu 4.2.2.1 třikrát, aby mohly být při vyhodnocování určeny chybové 
úsečky naměřených dat.  
4.3.2 Zjišťování agregačního chování CTAB s HyA ve vodě 
Pro měření byly použity koncentrační řady podle bodů 4.2.2.1 až 4.2.2.6. Každá 
koncentrační řada byla opět míchána a měřena vždy třikrát pro možnost vyhodnocení 
chybových úseček. Při míchání byl použit nativní hyaluronan o molární hmotnosti 300 kDa a 
jeho koncentrace ve všech měřených vzorcích byla 10 mg∙dm-3. 
4.4 Vyhodnocení dat 
4.4.1 Stanovení kritické micelární koncentrace 
Kritická micelární koncentrace může být pomocí fluorescenční spektroskopie stanovena 
více způsoby. Vždy však záleží na použité sondě. Pro vyhodnocení naměřených dat 
pyrenového spektra se nejčastěji využívá hodnot emisního spektra. Do grafu se vynáší 
hodnoty EmPI, což je poměr intenzity fluorescence při vlnové délce 372 a 383 nm. Graf 
znázorňuje závislost hodnoty EmPI na koncentraci tenzidu.  
Získaná závislost vykazuje sigmoidní tvar a v programu ORIGIN se dá proložit 
Boltzmannovou S-křivkou. Hodnota CMC je totožná se souřadnicí na ose x odpovídající 
inflexnímu bodu sigmoidní křivky. 























kde proměnná y značí poměr EmPI  pyrenu, nezávislá proměnná x odpovídá celkové 
koncentraci tenzidu, A1 a A2 jsou horní a spodní limity sigmoidní křivky, hodnotou x0 
označujeme inflexní bod a Δx je gradient [25]. 
U pyrenu jde hodnota CMC orientačně určit tvorbou excimeru. Do grafu jsou vyneseny 
hodnoty Ex:Mo, což je poměr intenzit fluorescence při vlnových délkách 470 a 372 nm. Tato 
metoda není tak přesná, neboť intenzity závisí na množství vzorku. Data nepopisuje žádný z 
konvenčních matematických modelů a za hodnotu CMC je považováno maximum závislosti 




Obrázek 14: Charakteristické parametry Boltzmannovy sigmoidní křivky 
4.4.2 Stanovení chyby měření 
Každá připravená koncentrační řada byla změřena vždy minimálně třikrát. Díky tomu jsou 
výsledné závislosti v grafech této práce průměrem všech měření na daných vzorcích a u 
naměřených hodnot mohla být pomocí funkce SMODCH.VÝBĚR v programu MS EXCEL 
stanovena směrodatná odchylka. V grafech jsou směrodatné odchylky znázorněny jako 
chybové úsečky. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
Cílem experimentální části této bakalářské práce je bližší poznání agregačního chování 
systému amfifilní látka-polymer. Jako tenzid byl vybrán CTAB, zástupcem polyelektrolytů je 
hyaluronan.  
Prohloubení znalostí agregačního chování tenzid-polyelektrolyt, konkrétně systému 
CTAB-hyaluronan, by v budoucnu mohlo pomoci v medicíně při léčbě za použití cílených 
nosičů s uloženým léčivem. Proto je nutné znát kritickou micelární koncentraci tenzidu, 
vlastnosti systému po přidání hyaluronanu a změny chování systému vlivem různých 
koncentrací tenzidu, hyaluronanu či sondy. 
Nejdříve byla navržena vhodná koncentrační řada CTAB, která obsahovala různé 
koncentrace tenzidu v širokém rozmezí (přes 4 řády) a pyren o koncentraci 1∙10-6 mol∙dm-3. 
Měřením byla stanovena kritická micelární koncentrace CTAB ve vodě. Následně byl přidán 
hyaluronan a byl zjištěn vliv tohoto přídavku na agregační chování systému. Měřením byly 
zjištěny patrné rozdíly v určité části koncentrační řady. Na tuto oblast byla zaměřena 
pozornost a byla více prozkoumána. Nejprve bylo provedeno měření se snižující se 
koncentrací sondy a poté, po výběru nejvhodnější koncentrace sondy, byl zkoumán vliv 
přípravy vzorků. 
5.1 Stanovení CMC CTAB ve vodě 
 
Obrázek 15: Závislost EmPI a Ex:Mo pyrenu na koncentraci tenzidu CTAB 
 
Obrázek 15 popisuje závislost poměru EmPI a Ex:Mo na koncentraci tenzidu ve vodném 
prostředí. Průběh EmPI má sigmoidní tvar, proto byla data proložena Boltzmannovou křivkou 
a určena hodnota CMC. Kritická micelární koncentrace CTAB odpovídá inflexnímu bodu 
Boltzmannovy křivky a byla stanovena na 0,79±0,01 mmol∙dm-3. 
Z obrázku je také zřejmé, že poměr Ex:Mo roste v oblasti CMC a přibližně odpovídá 



































5.2 Agregační chování systému CTAB-hyaluronan ve vodě 
5.2.1 Studium změn agregace CTAB přídavkem hyaluronanu 
Pro zjišťování změn agregačního chování systému CTAB-polyelektrolyt byl použit nativní 
hyaluronan o molární hmotnosti 300 kDa a výsledné koncentraci ve vzorcích 10 mg∙dm-3. 
Koncentrační řada zahrnovala rozmezí koncentrací od 0,01 mmol∙dm-3 do 20 mmol∙dm-3. 
Navržená koncentrační řada obsahovala více vzorků s nižší koncentrací CTAB, neboť se 
díky přítomnosti HyA předpokládala tvorba premicelárních útvarů. Naměřené hodnoty 
zobrazuje Obrázek 16. 
 
Obrázek 16: Závislost EmPI a Ex:Mo pyrenu na koncentraci tenzidu CTAB s přídavkem HyA 
 
Obrázek 16 ukazuje, že přídavkem HyA došlo v systému ke značným agregačním 
změnám. V oblasti nízkých koncentrací CTAB, do 0,1 mmol∙dm-3, je patrný pokles hodnot 
EmPI. Emisní polaritní index klesl z hodnoty 2 přibližně na hodnotu 1,65. Zároveň došlo 
k nárůstu hodnot poměru Ex:Mo. Pokles hodnot EmPI a vyšší hodnoty Ex:Mo vyjadřují 
vytvoření agregátů. Mezi koncentracemi CTAB 0,02 mmol∙dm-3 a 0,05 mmol∙dm-3 se nachází 
kritická agregační koncentrace (CAC). Do koncentrace CTAB 0,1 mmol∙dm-3 můžeme 
předpokládat existenci stabilní oblasti premicelárních agregátů. 
Za hodnotou 0,1 mmol∙dm-3 dochází opět k nárůstu hodnot EmPI, přibližně na původní 
hodnoty. Minimální jsou i hodnoty poměru Ex:Mo. Pyren jakoby emituje z vody. Zdá se, že 
v systému nejsou žádné agregáty (premicelární útvary) a ani micely, ve kterých by byl pyren 
rozpuštěn. 
Pro lepší vysvětlení chování pyrenu v systému byla do obrázku vynesena závislost třetího 
vibračního pásu pyrenu (I3) na koncentraci CTAB (Obrázek 17). Při nízkých koncentracích 
(do 0,1 mmol∙dm-3) intenzita fluorescence roste, což je potvrzení vzniku agregátů. Poté ale 
intenzita fluorescence klesá a je dokonce nižší než při nejnižší měřené koncentraci CTAB, 
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chybí. Při dalším zvyšováním koncentrace CTAB (od 0,6 mmol∙dm-3) intenzita fluorescence 
opět roste, což značí tvorbu volných micel a následně překročení kritické micelární 
koncentrace. 
V oblasti koncentrace CTAB od 0,1 mmol∙dm-3 do 0,3 mmol∙dm-3, kdy jsou hodnoty EmPI 
nejvyšší, hodnoty Ex:Mo nejnižší a podle intenzity fluorescence se zdá, že pyren v měřeném 
systému chybí, byla na vialkách pozorována tenká gelovitá vrstva. Došlo k fázové separaci, 
při které byl pyren pravděpodobně uzavřen do gelovité vrstvy a nebyl přenesen do kyvety. 
Na oblast za kritickou agregační koncentrací systému CTAB-hyaluronan byla zaměřena 
pozornost a byla blíže prozkoumána. 
 
 
Obrázek 17: Závislost EmPI a intenzita 3. píku (I3) pyrenu na koncentraci tenzidu CTAB 
s přídavkem HyA 
5.2.2 Studium vlivu koncentrace pyrenu na agregační chování systému CTAB-
hyaluronan v oblasti za kritickou agregační koncentrací 
Pro podrobnější studium agregačního chování systému za kritickou agregační koncentrací 
byla zkoumána oblast nízkých koncentrací tenzidu s různými koncentracemi pyrenu. Byla 
navržena a připravena koncentrační řada CTAB (dle bodu 4.2.2.3) od 0,01 mmol∙dm-3 do 0,3 
mmol∙dm-3 s přídavkem hyaluronanu o molární hmotnosti 300 kDa a výsledné koncentraci ve 
vzorcích 10 mg∙dm-3. K měření byl použit pyren o výsledných koncentracích 1∙10-6 mol∙dm-3, 
1∙10-7 mol∙dm-3 a 1∙10-8 mol∙dm-3. Naměřené hodnoty jsou uvedeny v obrázcích (Obrázek 18, 
Obrázek 19 a Obrázek 20) jako závislosti EmPI a Ex:Mo na koncentraci tenzidu. 
Obrázek 18 ukazuje agregační chování systému s koncentrací pyrenu 1∙10-6 mol∙dm-3. Při 
koncentraci CTAB 0,03 mmol∙dm-3 hodnoty EmPI výrazně klesly (z hodnoty 2 na hodnoty 
okolo 1,63). Do koncentrace 0,1 mmol∙dm-3 byly hodnoty EmPI celkem stabilní. Následně 
hodnoty EmPI opět rapidně vzrostly (pyren emitoval z vody), neboť došlo k fázové separaci a 
na vialkách byla pozorována vrstva gelu. Z obrázku vyplývá, že za kritickou agregační 















































Obrázek 19: Závislost EmPI a Ex:Mo pyrenu o koncentraci 1∙10-7 mol∙dm-3 na koncentraci 
CTAB 
 
V obrázku (Obrázek 19), při koncentraci pyrenu 1∙10-7 mol∙dm-3, není pokles hodnot EmPI 
tak výrazný. Opět existuje oblast koncentrací CTAB (od 0,03 mmol∙dm-3 do 0,1 mmol∙dm-3), 
kde se systém jeví stabilní. Následný vzrůst hodnot EmPI značí emisi pyrenu z vody jako u 
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V obou obrázcích (Obrázek 18, Obrázek 19) jsou hodnoty EmPI vyšší a hodnoty Ex:Mo 
nižší po překročení koncentrace 0,1 mmol∙dm-3 CTAB (tvorba gelovité vrstvy) než při 
nejnižší měřené koncentraci CTAB (0,01 mmol∙dm-3). To naznačuje, že vysrážením gelu 
vznikne roztok polárnějšího charakteru než je při koncentracích CTAB, kdy jsou tenzid a 
polymer volně přítomny v roztoku a ještě se netvoří žádné agregáty. 
 
  
Obrázek 20: Závislost EmPI a Ex:Mo pyrenu o koncentraci 1∙10-8 mol∙dm-3 na koncentraci 
CTAB 
Koncentrace pyrenu 1∙10-8 mol∙dm-3 (Obrázek 20) nebyla pro měření dostatečná a jeho 
vyhodnocení bylo obtížně. Z chybových úseček je patrné, že naměřené hodnoty se výrazně 
lišily. V obrázku není rozpoznatelná stabilní oblast za kritickou agregační koncentrací. 
Hodnoty EmPI za koncentrací 0,1 mmol∙dm-3, kde byla pozorována gelová vrstva na vialkách 






































Obrázek 21: Porovnání hodnot EmPI a Ex:Mo v závislosti na koncentraci tenzidu při různých 
koncentracích pyrenu (A=1∙10-6 mol∙dm-3, B=1∙10-7 mol∙dm-3a C=1∙10-8 mol∙dm-3) 
Obrázek 21 zobrazuje změny hodnot EmPI a Ex:Mo v závislosti na koncentraci CTAB 
s různými koncentracemi pyrenu. To, že hodnoty EmPI i Ex:Mo při nejnižší koncentraci 
CTAB klesají s klesající koncentrací pyrenu, je dáno tím, že v systému je méně pyrenu a 
hodnoty fluorescenčních parametrů jsou pak celkově nižší. 
U koncentrace pyrenu 1∙10-6 mol∙dm-3 zaznamenáváme výrazný pokles hodnot EmPI a 
velmi výrazný nárůst hodnot Ex:Mo v oblasti za kritickou agregační koncentrací. Koncentrace 
agregátů tvořící hydrofobní prostředí je nízká a pyren se v nich zakoncentrovává (vznik 
excimeru). Při koncentraci pyrenu 1∙10-7 mol∙dm-3 je z průběhu hodnot Ex:Mo viditelné, že 
excimer dost vymizel a že sonda je v systému rovnoměrněji rozprostřena. Tvoří se téměř 
dostatečné množství premicelárních útvarů s hydrofobními doménami, které stačí k pojmutí 
dané koncentrace pyrenu.  
U koncentrace pyrenu 1∙10-8 mol∙dm-3 je průběh hodnot Ex:Mo konstantní a velice 
výhodný, excimer není téměř přítomen. Z hodnot EmPI není ale jednoznačné, zda se 
v systému tvoří vůbec nějaké agregáty a tato koncentrace pyrenu není považována za 
přijatelnou. 
Z obrázku je vidět, že koncentrace pyrenu má vliv na velikost hodnot EmPI i Ex:Mo, ale 
stabilní oblast za kritickou agregační koncentrací stále zůstává v rozmezí koncentrace CTAB 
od 0,03 mmol∙dm-3 do 0,1 mmol∙dm-3. 
Vzhledem k tomu, že pyren interaguje s měřeným systémem, může být koncentrace sondy 
důležitá nejen pro „vyčištění“ signálu, ale možná i pro stabilizaci agregátů. Proto byla hledána 
vhodná koncentrace pyrenu, která nebude ovlivňovat měřený systém a umožní jeho lepší 
charakterizaci. Jako nejvhodnější koncentrace sondy pro další měření byla vybrána 
koncentrace pyrenu 1∙10-7 mol∙dm-3, kdy existuje stabilní oblast hodnot EmPI při různých 
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5.2.3 Studium vlivu způsobu přípravy na agregační chování systému CTAB-
hyaluronan 
Pro další získání informací o systému CTAB-hyaluronan-pyren (o vybrané koncentraci 
pyrenu 1∙10-7 mol∙dm-3) byl zkoumán vliv způsobu přípravy na agregační chování. Byly 
navrženy a připraveny (dle bodů 4.2.2.4 až 4.2.2.6) koncentrační řady CTAB 
od 0,01 mmol∙dm-3 do 0,15 mmol∙dm-3. Naměřené hodnoty pro všechny tři typy příprav 
systému zobrazují následující obrázky: Obrázek 22, Obrázek 23 a Obrázek 25. 
Obrázek 22 zobrazuje, že systém připravený způsobem 4.2.2.4 (CTAB+HyA+voda 1. den, 
pyren 2. den) má obdobné vlastnosti jako systém připravený způsobem 4.2.2.3 (pyren 
+CTAB+HyA+voda v jeden den). Po poklesu hodnot EmPI následuje stabilní oblast s téměř 
konstantními hodnotami EmPI do koncentrace CTAB 0,09 mmol∙dm-3. Z toho plyne, že 
pozdější přidání pyrenu do systému CTAB-hyaluronan-voda neovlivňuje vlastnosti systému. 
Existuje předpoklad, že při této přípravě nejprve dojde k tvorbě premicelárních útvarů a pyren 
se do nich následně během určité doby naváže. Také je možnost, že se v roztoku před 
přidáním pyrenu žádné premicelární agregáty netvoří a až přídavkem pyrenu se iniciuje jejich 
vznik. Na tento důkaz je fluorescenční spektroskopie s pyrenem jako sondou nedostačující a 
toto téma je námětem na další práci pomocí jiných metod. Zvláštní je chování systému po 
koncentraci 0,1 mmol∙dm-3, kdy byl očekáván nárůst hodnot EmPI, neboť na vialkách byla 
pozorována tvorba tenké vrstvy gelu. Smícháním CTAB s hyaluronanem a vodou při daných 
koncentracích CTAB gel nevzniká, ale tvoří se premicelární útvary. Podle naměřených 
hodnot by to pak znamenalo, že vzniklé agregáty jsou zčásti stabilní. Vypadá to, že je třeba 
nějakého impulzu (pyren), který tvorbu gelu iniciuje, v případě, že je systém míchán 
v jednom okamžiku.  
Vznik tenké vrstvy gelu může poukazovat na to, že některé premicelární útvary z roztoku 
přece jen vypadnou, ale ve vzorku stále zůstane dostatečné množství agregátů s pyrenem, 
které vykazují určitý emisní signál. 
 
 
































Obrázek 23: Závislost EmPI a Ex:Mo na koncentraci CTAB v systému s rostoucí koncentrací 
CTAB i pyrenu, přídavek hyaluronanu druhý den 
Obrázek 23 zobrazuje závislost hodnot EmPI a Ex:Mo na koncentraci CTAB v systému 
připravovaném způsobem 4.2.2.5 (pyren+CTAB 1. den, voda+HyA 2. den). Obrázek 
naznačuje, že i přesto, že byl pyren nejprve uzavřen do micel CTAB, byly po přidání 
hyaluronanu tyto micely rozrušeny a vznikly premicelární útvary. Vyplývá to z hodnot EmPI. 
Při nejnižší koncentraci CTAB jsou hodnoty EmPI sice velmi nízké, ale to je dáno velmi 
nízkou koncentrací pyrenu, která může být až o řád nižší, což výrazně sníží hodnoty EmPI. 
Zároveň je ale zaznamenána nejvyšší hodnota poměru Ex:Mo, což vypovídá o tom, že 
v systému existovalo velice malé množství premicelárních útvarů, do kterých se pyren 
zakoncentroval. U středních hodnot koncentrační řady CTAB jsou hodnoty EmPI v oblasti 
hodnot kolem 1,5, což odpovídá hodnotám v oblasti za kritickou agregační koncentrací při 
koncentraci pyrenu 1∙10-7 mol∙dm-3. Od koncentrace CTAB 0,1 mmol∙dm-3 dochází 
k prudkému nárůstu hodnot EmPI, který je odezvou zvyšující se koncentrace pyrenu a emise 
pyrenu z vody (na vialkách byla opět pozorována tvorba gelovité vrstvy). Pro ověření rostoucí 
koncentrace pyrenu ve vzorcích byla do grafu vynesena závislost totálního integrálu na 
koncentraci CTAB (Obrázek 24). 
Obrázek 24 zobrazuje závislost EmPI a totálního integrálu emisního spektra na koncentraci 
CTAB. S rostoucí koncentrací sondy by závislost totálního integrálu na koncentraci CTAB 
měla lineárně narůstat. Z grafu vyplývá, že do koncentrace CTAB 0,1 mmol∙dm-3 toto 
pravidlo platí. Pak dochází k fázové separaci a signál pyrenu je nižší. To opět dokazuje, že 
pyren zůstává v gelovité vrstvě na vialkách. S rostoucí koncentrací CTAB, za hranicí 
0,1 mmol∙dm-3, hodnota totálního integrálu klesá. To odpovídá tomu, že při vyšší koncentraci 
CTAB se vytvoří více premicelárních útvarů, které uzavřou větší množství pyrenu, i když 
jeho koncentrace také roste. Do kyvety je následně přenesen roztok s menším množstvím 
sondy, neboť část pyrenu zůstává uzavřena v gelovité vrstvě na stěně vialky. Odezva 
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Z Obrázku 23 a Obrázku 24 je také zřejmé, že hodnoty Ex:Mo jsou po celý nárůst hodnot 
totálního integrálu víceméně konstantní, klesají až společně s intenzitou fluorescence. Pokles 
intenzity fluorescence tedy není způsoben tvorbou excimeru. 
 
 
Obrázek 24: Závislost EmPI a totálního integrálu emisního spektra na koncentraci CTAB 
v systému s rostoucí koncentrací CTAB i pyrenu 
 
 
Obrázek 25: Závislost EmPI a Ex:Mo na koncentraci CTAB v systému s rostoucí koncentrací 




































































Obrázek 25 znázorňuje závislost EmPI a Ex:Mo na koncentraci CTAB v systému 
připraveném dle bodu 4.2.2.6 (pyren+CTAB 1. den, CTAB+HyA+voda 2. den). Z obrázku 
vyplývá, že pozdější doplnění CTAB do předem připraveného systému CTAB-pyren a 
následné přidání hyaluronanu a vody má vliv na agregaci systému.  
Hodnoty EmPI zpočátku klesají a jejich průběh je obdobný jako u předchozích příprav. Od 
koncentrace 0,05 mmol∙dm-3 CTAB ale dochází k nárůstu hodnot EmPI, až na hodnoty EmPI, 
kdy pyren emituje z vody. Potvrzením emise pyrenu z vody bylo to, že na vialkách byla od 
koncentrace 0,05 mmol∙dm-3 CTAB pozorována fázová separace a tvorba gelovité vrstvy. 
Část pyrenu tedy zůstala uzavřena v gelu a nebyla přenesena do kyvety.  
Odpovídající průběh měly i hodnoty Ex:Mo. Nejprve byl zaznamenán mírný nárůst (do 
koncentrace 0,03 mmol∙dm-3 CTAB), kdy v systému docházelo k premicelární agregaci, ale 
poté následoval prudký pokles. 
Z obrázku je patrné, že při tomto způsobu přípravy neexistuje za kritickou agregační 
koncentrací stabilní oblast premicelárních útvarů a tento způsob přípravy není vhodný pro 
přípravu stabilního systému. 
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6 ZÁVĚR 
Tato bakalářská práce byla zaměřena na studium agregačních procesů v systému amfifilní 
látka-polymer. Jako nejvhodnější metoda pro stanovení agregace byla vybrána fluorescenční 
spektroskopie. Fluorescenční sondou byl, díky jeho citlivosti na polaritu prostředí, pyren. 
Jako polyelektrolyt byl použit nativní hyaluronan o jedné molekulové hmotnosti a konstantní 
koncentraci. Tenzidem byl ionogenní kationaktivní cetyltrimethylamonium bromid (CTAB). 
Celý systém byl připraven ve vodném prostředí. Cílem práce bylo navrhnout a realizovat 
vhodné experimenty pro studium daného systému v oblasti před kritickou micelární 
koncentrací. 
V první řadě byla ověřena hodnota kritické micelární koncentrace CTAB při koncentraci 
pyrenu 1∙10-6 mol∙dm-3. Následným přidáním hyaluronanu o molekulové hmotnosti 300 kDa a 
výsledné koncentraci ve vzorcích 10 mg∙dm-3 a proměřením systému, byla prostudována 
agregace mezi tenzidem a polyelektrolytem. Důkazem vzniku agregátů byly dva poklesy 
hodnot EmPI a zároveň dvě maxima hodnot Ex:Mo. První pokles značil kritickou agregační 
koncentraci, druhý pokles dokazoval kritickou micelární koncentraci. Přídavek hyaluronanu 
vyvolá agregaci tenzidu, interakcí s hyaluronanem, při nižší koncentraci tenzidu než je CMC. 
Tato agregace ale nenaruší micelizaci zbylých volných molekul tenzidu, ke které následně 
dochází zhruba při nezměněné CMC. Podrobným proměřením nízkých koncentrací CTAB za 
kritickou agregační koncentrací byla objevena stabilní oblast premicelárních útvarů. Mezi 
stabilní oblastí a kritickou micelární koncentrací byla na vialkách pozorována tvorba gelu. 
Agregační systém ve stabilní oblasti premicelárních útvarů za kritickou agregační koncentrací 
by mohl uzavřít hydrofobní látku a sloužit jako nosičový systém. Z hodnot poměru Ex:Mo ale 
vyplývalo, že v roztoku je při koncentraci pyrenu 1∙10-6 mol∙dm-3 nadbytek sondy na malé 
množství premicelárních útvarů. Proto byl dále zkoumán vliv koncentrace pyrenu na 
agregační chování systému. 
Snížením koncentrace pyrenu o řád, na koncentraci 1∙10-7 mol∙dm-3, byl získán celkem 
ideální systém. Hodnoty Ex:Mo nebyly již tak výrazné a v systému tedy vznikalo téměř 
dostatečné množství premicelárních útvarů, do kterých mohl být pyren solubilizován a 
neemitoval z vody. Po snížení koncentrace pyrenu na 1∙10-8 mol∙dm-3 byly hodnoty poměru 
Ex:Mo ještě nižší. Pyren byl opět solubilizován v premicelárních útvarech a nedocházelo k 
jeho emisi z vody. Podle hodnot EmPI ale vymizela stabilní oblast za kritickou agregační 
koncentrací. Koncentrace pyrenu 1∙10-8 mol∙dm-3 nebyla vhodná pro další měření. 
Na závěr byl zkoumán vliv způsobu přípravy na agregační chování systému. Pro měření 
byl použit pyren o koncentraci 1∙10-7 mol∙dm-3 a bylo dokázáno, že příprava na agregační 
chování systému vliv má. Porovnáním polaritních poměrů EmPI lze říci, že nejvhodnější 
metodou, pro přípravu stabilního systému v určitém rozmezí koncentrace tenzidu, je přímá 
příprava celého systému, případně příprava systému s pozdějším přídavkem pyrenu. Zbylé 
dva způsoby příprav nejsou vhodné. Nelze u nich jednoznačně určit rozmezí koncentrací 
tenzidu pro stabilní oblast za kritickou agregační koncentrací, případně se stabilní oblast zcela 
ztrácí. 
V této bakalářské práci byly splněny zadané cíle. Byly rozšířeny znalosti z oblasti interakcí 
mezi vybraným tezidem a polyelektrolytem ve vodném prostředí. Výsledky potvrdily 
agregaci mezi hyaluronanem a CTAB a byla dokázána předpokládaná existence stabilní 
oblasti za kritickou agregační koncentrací. Další práce by měla navázat na provedené 
experimenty a zaměřit se především na vliv teploty na daný systém a následně se pokusit 
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vytvořit prostředí podobného charakteru jakým je živý organismus, kde by byl systém 
hyaluronan-tenzid stabilní a mohl být použit jako cílený nosič léčiv v lidském těle. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
CAC – kritická agregační koncentrace 
CMC – kritická micelární koncentrace 
CTAB – cetyltrimethylamonium bromid 
DNA – deoxyribonukleová kyselina 
DOX – dyxorubicin 
ECM – extracelulární matrix 
EmPI – emisní polaritní index 
ExPI – excitační polaritní index 
Ex:Mo – excimer ku monomer 
FT-IR – infračervená spektroskopie s Fourierovou transformací 
HyA – hyaluronan 
MTT – střední doba průchodu 
NMR – spektroskopie nukleární magnetické resonance 
PAL – povrchově aktivní látky 
PTX – paclitaxel 
SDS – dodecylsíran sodný  
UV-VIS – ultrafialová a viditelná oblast elektromagnetického spektra 
TEM - transmisní elektronová mikroskopie 
tzv. – takzvaný 
XPS – rentgenová fotoelektronová spektroskopie 
